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(S) Appareii d'execution automatique repetee d'un cycle thermique, notamment pour ('amplification du nombre 
d'une sequence definie d'actde nudeique. 



(§7) Appareii d'execution automatique repetee d'un cycle 
tnerrnique permettant le traitement d'au moins un echantil- 
lon btologique caracterise par le fait, d'une part que 
rechantillon biologique est mis en mouvement a I'interieur 
d'une enceinte du type capillaire souple (10) entre au 
moins deux zones thermoreguiees (7,8,9), d'autre part que 
le systeme d'entrainement de Techantaion btologique com- 
p rte au moins un galet (3,5) ecrasant le capillaire (10), et 
tel que le deplacement du dtt systeme d' en train erne nt le 
long du capillaire ait un effet d'entrainement de rechantillon 
bt logique a I'interieur du capillaire. 
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1 

La presente invention s'applique a I'automatisation de tous 
precedes biologiques structures comme une succession de cycles 
fonctionneilement identiques, chaque cycle etant compose d'au moins 
deux etapes thermiques consecutives. Dans I'etat actuel de nos 
5 connaissances en biologie, le seul precede repondant aux 
caracteristiques precedemment citees et comportant au moins 5 cycles, 
mais preferentiellement 15 a 40, est la reaction en chaine de la 
polymerase (Saiki et col., 1985), plus couramment appelee technique 
PCR ("Polymerase Chain Reaction"). La PCR peut etre utilisee dans de 
1 0 nombreux domaines lies a la recherche en biologie, mais son secteur 
privilegie duplication est le diagnostic biologique, qu'il s'agisse de la 
sante humaine, de la sante animale ou de I'agro-alimentaire. En sante 
humaine et animale, un tel diagnostic s'applique a la mise en evidence 
d'une infection par un pathogene et a la detection de maladies 

1 5 genetiques. En agro-aiimentaire, ce diagnostic s'applique a la mise en 

evidence dans les denrees alimentaires d'un contaminant tel qu'un micro- 
organisme pathogene. 

De maniere generale, les techniques de biologie moleculaire 
utilisant I'hybridation moleculaire entre acides nucleiques permettent de 

2 0 diagnostiquer une infection par un pathogene avec une sensibilite et une 

specificite tres superieures a celles obtenues avec les tests 
immunologiques. Malheureusement, les techniques de biologie 
moleculaire precitees ne sont utilisees que pour la recherche (Sambrook 
J. et col., 1989), alors que les techniques immunologiques sont 
25 employees de maniere courante pour les diagnostics de routine. 

A titre d'exemple, une infection virale chez un individu ne peut, en 
routine, etre decelee que a Taide de tests immunologiques. En effet, dans 
la plupart des cas ce sont les anticorps diriges contre le virus qui sont 
recherches, ce qui est une preuve indirecte de la presence du virus. Cette 

3 0 methode est utilisee en particulier pour le diagnostic des infections par le 

virus de Pimmunodeficience humaine (VIH) et le virus de I'hepatite C. 
Dans certains cas particuliers ou la viremie est importante, les antigenes 
viraux peuvent etre directement recherches dans le sang des individus. 
C'est le cas par exemple, pour le diagnostic d'une infection par le virus de 
3 5 I'hepatite B (VHB). De maniere generale, les tests immunologiques ont 
des performances moyennes et ceci du fait de leur manque de sensibilite 
et de specificite. 
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Les tests immunologiques les plus performants permettent de 
detecter de 10 5 a 10 6 particules virales par millilitre. Or pour le VHB, un 
serum est considere comme infectieux jusqu'a 10 2 particules virales par 
millilitre (Prince et col., 1983). Le nombre de resultats faussement negatifs 
5 est done important, puisque le seuil d'infectiosite est au moins 1000 fois 
plus faible que le seuil de sensibilite des tests immunologiques. 

Le manque de specificite de ces tests est directement lie aux 
reactions immunologiques mises en jeu. li en resulte des resultats 
faussement positifs que Ton tente de mettre en evidence a I'aide d'un 
1 0 second test immunologique, couramment appele "test de confirmation". 
Cette approche est en particulier utilisee pour la detection des virus 
responsables du SIDA (Syndrome d'lmmunodeficience Acquise). 

Comme nous I'avons vu precedemment, les performances limitees 
des tests immunologiques de routine peuvent etre ameliorees de maniere 

1 5 importante par I'utilisation de technologies plus recentes basees sur 

I'hybridation moteculaire entre des molecules d'acide 
desoxyribonucleique (ADN) ou d'acide ribonucleique (ARN). En virologie 
medicale par exemple, e'est le materiel genetique du virus qui est 
recherche a I'aide d'une sequence sonde d'ADN ou d'ARN specifique, ce 
20 qui represente une preuve directe de la presence eventuelle de I'agent 
infectieux. 

Un tel diagnostic a pour finalite la mise en evidence d'au moins 
une sequence definie d'ADN ou d'ARN dans un echantillon biologique. 
Pour les infections par un pathogene (virus, bacterie, parasite, etc..) e'est 

2 5 une sequence precise du materiel genetique du pathogene qui est mise 

en evidence. Pour les maladies genetiques (plus de 3000 chez I'homme), 
e'est une anomalie dans une sequence precise de I'ADN genomique qui 
est revelee. 

Pour atteindre une tres grande sensibilite il est necessaire 

3 0 d'amplifier in vitro le nombre de molecules d'ADN ou d'ARN qui doivent 

etre mises en evidence. Les sequences d'ADN ou d'ARN ainsi amplifiees 
sont detectees dans un second temps par hybridation moleculaire a I'aide 
de sondes nucleiques. Les meilleurs resultats sont actuellement obtenus 
en utilisant la technique d'amplification par reaction en chaine d'une ADN 
3 5 polymerase ou technique PCR ("Polymerase Chain Reaction") (Saiki et 
col., 1985). 

La technique d'amplification enzymatique in vitro ou technique 
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d'amplification par PGR a ete decrite en decembre 1985 et appliquee au 
diagnostic de Panemie a hematies falciformes. Contrairement a tous les 
systernes d'amplification decrits jusqu'ici , la technique PCR permet 
d'arnplifier specifiquement la quantite de sequences d f ADN double brin 
cible avant qu'elles ne soient detectees par hybridation moleculaire. Le 
principe de la PCR est d'utiliser de maniere repetitive Pactivite d'une ADN 
polymerase pour copier la sequence d'ADN a amplifier. Les bases 
technologiques de la PCR reposent sur deux points fondamentaux. Le 
premier point concerne Putilisation de deux amorces oligonucleotidiques 
distantes de n nucleotides, Pune complementaire du brin ADN (+), Pautre 
du brin ADN (-) et dont les extremites 3' sont en regard. Le second point 
concerne Putilisation repetitive de Pactivite d'une ADN polymerase. 

La consequence immediate de ces deux points est que, dans des 
conditions adequates toutes les sequences neosynthetisees au cycle (n) 
peuvent etre utilisees comme matrice par PADN polymerase au cycle 
(n+1). Ainsi toutes les sequences specifiques presentes apres le cycle n 
peuvent etre copiees au cycle (n+1). II en resulte une amplification 
exponentielle du nombre de sequences specifiques en fonction du 
nombre de cycles. 

Plusieurs etapes successives sont necessaires au deroulement 
d'un cycle de PCR. II faut tout d'abord permettre Phybridation specifique 
d'un oligonucleotide avec une sequence d'ADN simple brin a amplifier. A 
partir du complexe d'hybridation ainsi forme une ADN polymerase realise 
la synthese du brin d'ADN complementaire en utilisant Poligonucleotide 
comme amorce et le brin d'ADN a amplifier comme matrice. De maniere 
plus precise, un cycle d'amplification est compose de trois etapes. La 
premiere etape permet de realiser la denaturation des sequences d'ADN 
double brin a 90-1 00°C. La seconde etape permet d'aboutir a 
Phybridation specifique des oligonucleotides permise par un abaissement 
de la temperature au cours de la phase d' hybridation des amorces. La 
troisieme etape autorise Pextension de Poligonucleotide hybride a une 
temperature proche de la temperature optimale de fonctionnement de 
PADN polymerase (37°C pour le fragment de Klenow et 72°C pour la 
polymerase extraite a partir de Thermus aquaticus) (Chien et col., 1976). 

Lors du cycle d'amplification (n+1), les sequences d'ADN simple 
brin sont synthetisees en utilisant comme matrices les sequences 
neosynthetisees au cycle (n), ainsi que les sequences presentes a ia fin 
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du cycle (n-1). Une sequence neosynthetisee au n cycle ne pourra 
ainsi servird'arnorce au cycle (n+1) que si sa longueur est au moins egale 
a !a distance en bases separant les deux amorces. Dans ces conditions, 
le nombre de sequences d'ADN amplifiees specifiquement varie 
5 exponentiellement par rapport au nombre de cycles. 

Uamplification a partir de sequences d'ARN necessite de realiser 
une 6tape preliminaire de synthese de I'ADN complementaire (ADNc). 
Cette approche est importante pour la detection du genome de retrovirus 
comme les VIH responsables du SIDA chez I'homme (Ou et col., 1988). 

10 La reaction d'hybridation moleculaire entre deux sequences 

d'acides nucleiques est directement liee a la temperature. Cette 
hybridation basee sur la complementarite des bases entre deux 
sequences peut intervenir entre deux molecules d'ADN, entre deux 
molecules d'ARN ou entre une molecule d'ADN et une molecule d'ARN. 

1 5 L'hybridation moleculaire permet done de realiser soit Pappariement par 
liaison hydrogene entre deux molecules distinctes, soit I'appariement 
intra-moleculaire entre deux sequences complementaires. Dans ce 
dernier cas, il y a formation de structure dite secondaire de molecules 
d'ADN ou d'ARN. L'influence de la temperature sur la reaction 

20 d'hybridation est essentielle et chaque sequence d'ADN (ou d'ARN) est 
definie par son Tm, e'est a dire la temperature a laquelle 50 % des 
sequences sont appariees aux sequences complementaires. Le Tm d'une 
sequence precise peut etre evalue experimentalement en suivant par 
spectrophotometrie 1'hyperchromicite a-260 nanometres qui accompagne 

25 le desappariement (ou denaturation) de deux sequences d'ADN 
complementaires. La totalite des sequences d'ADN sont sous forme 
simple brin a temperature elevee (100°C) et sous forme double brin a 
temperature basse (10-20°C). 

Le Tm d'une sequence d'ADN depend essentiellement des deux 

30 parametres suivants: de la sequence en bases et de la force ionique du 
milieu. Les Tm generalement rencontres varient de 20 a 85 °C. Ainsi, la 
totalite des reactions d'hybridation moleculaire doivent etre realisees dans 
des conditions thermiques parfaitement definies et controlees. 

Pour le diagnostic biologique (sante humaine, sante animale, 

35 agro-alimentaire) une sequence d'ADN ou d'ARN definie peut etre 
detectee a Taide de la sequence d'ADN ou d'ARN complementaire 
utilisee comme sonde moleculaire . La sonde est prealablement 
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marquee, soit a I'aide d'un isotope radioactif, soit a I'aide d'une 
modification chimique. Apres hybridation entre la sequence cible et la 
sequence sonde, cette derniere peut etre detectee grace a son marquage. 
II a ete montre par plusieurs equipes de recherche que la detection d f une 
5 molecule unique d'ADN ou d'ARN est possible en utilisant 
sequentiellement la PCR et la detection du produit d'amplification 
specifique a Taide d'une sonde nucleique (Larzul et col., 1989). Un tel 
resultat procure un gain de sensibilite d'un facteur 10 4 a 10 5 par 
comparaison avec les performances des tests immunologiques. 
1 0 D'autre part, la specificite des reactions d'hybridation moleculaire 

est excellente puisqu'il est possible de mettre en evidence une infime 
variation dans la sequence des bases composant le materiel genetique 
d'un individu. La modification d'une seule base sur les 3.500.000.000 de 
bases qui composent le genome humain peut ainsi etre mise en evidence. 

1 5 Pour le diagnostic en biologie, la PCR est done un outil de choix 

dont le developpement en routine est intimement lie a son automatisation 
complete. Deux conceptions differentes d'appareil permettant 
d'automatiser la PCR ont jusqu'ici ete decrites. Le premier appareil est 
decrit dans la demande EP-A 2 -0 236 069 et sera appele dans la presente 

2 0 description "appareil Cetus", du nom de la societe ayant depose la 

demande. Le second appareil est decrit dans la demande BF 88.08.536 et 
sera appele dans la presente description "appareil Pasteur", du nom de 
Tlnstitut ayant depose la demande. L'appareil Cetus et l'appareil Pasteur 
permettent de soumettre de maniere cyclique un nombre donne 
25 d'echantillons biologiques aux conditions de temperatures caracterisant 
un cycle de PCR. Trois temperatures differentes sont generalement 
utilisees au cours du cycle precite, afin de permettre succesivement la 
denaturation des sequences d'acides nucleiques double-brin, 
I'hybridation des amorces oligonucleotidiques, et Pextension de ces 

3 0 dernieres par une ADN polymerase. La conception des deux appareils 

precedemment cites est basee sur le traitement d'un lot d'echantillons 
biologiques distincts, chaque echantillon etant contenu dans sa propre 
enceinte close et immobile par rapport a la dite enceinte. De maniere 
habituelle, I'enceinte close est un tube jetable en matiere plastique 
3 5 (polypropylene par exemple) d'une capacite de 0,5 a 1,5 millilitres equipe 
d'un bouchon amovible. 

Lappareil Cetus est caracterise par le fait qu'un lot d'enceintes (48 
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tubes de 0,75 millilitre) contenant les echantillons est place dans un 
recepteur fixe a 1'interieur duque! circuie un liquide thermoregule. Le 
transfert d'energie thermique qui a lieu entre le dit liquide thermoregule et 
rechantillon biologique permet de reguier la temperature de ce dernier. 
5 Deux exemples sont proposes dans la demande EP-A 2 -0 236 069 pour la 
realisation technique de cet appareil. Dans le premier exemple, le 
recepteur est en relation avec un composant a effet Peltier (chauffage et 
refroidissement), qui est lui meme en relation avec un reservoir. Dans le 
second exemple, le recepteur est en relation, par I'intermediaire d'un 

10 systeme de valves automatiques, avec deux reservoirs contenant un 
liquide thermoregule. L'un des reservoirs contient un liquide dont la 
temperature est comprise entre 80°C et 105°C, et I'autre reservoir contient 
un liquide dont la temperature est comprise entre 35°C et 60°C. 

L'appareil Pasteur est caracterise par le fait qu'un lot d'enceintes 

1 5 (49 tubes de 1,50 millilitres ou 96 tubes de 0,75 millilitre) contenant les 
echantillons biologiques est deplace mecaniquement entre trois 
recepteurs independants, chaque recepteur etant a une temperature 
constante au cours d'un cycle de PGR. Le deplacement du dit lot est 
assure par le bras articule d'un robot de transfert. Un recepteur est 

20 constitue d'une cuve thermostatee equipee d'un element chauffant. 

L'appareil Cetus a le desavantage d'utiliser un fluide qui est 
chauffe ou refroidi dans une cuve puis transfere par I'intermediaire d'un 
circuit non thermoregule de la dite cuve vers le recepteur d'echantillons. 
^utilisation du dit fluide intermediaire dans de telles conditions augmente 

25 tres significativement Tinertie thermique du systeme et diminue 
sensiblement la precision de la temperature reellement atteinte par 
rechantillon biologique. Par rapport a la technique PCR, I'utilisation de 
l'appareil Cetus pose done deux problemes essentiels. Le premier 
probleme est que les variations de temperature de I'environnement 

3 0 immediat de rechantillon biologique sont lentes (au plus egales a 1°C par 
minute) ce qui, d'une part allonge de maniere importante la duree globale 
de I'amplification par PCR, et d'autre part augmente tres significativement 
la consommation d'ADN polymerase thermoresistante dont le 
pourcentage de perte d'activite augmente de maniere tres importante 

3 5 entre 80°C et 100°C. Le second probleme est le manque de controle de la 
temperature reelle de rechantillon biologique qui est differente de la 
temperature du fluide intermediaire dans la cuve thermoregulee 
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precede mment citee. La difference de temperature precitee peut avoir de 
graves consequences sur la qualite de la PCR, en particulier lors de 
Petape d'hybridation des amorces oligonucleotidiques au cours de 
laquelle la temperature desiree par Pexperimentateur est le garant de la 
5 specificite de la reaction d'amplification. 

L'appareil Pasteur a le desavantage de necessiter un systeme 
m§canique complexe et encombrant decrit dans la premiere revendication 
comme "un robot de transfert successif des portoirs". 

L'appareil Cetus et Pappareil Pasteur ont le grand desavantage de 
1 0 travailler sur des echantillons biologiques provisoirement enfermes, 
pendant ramplification par PCR, dans une enceinte close precise, ce qui a 
de graves consequences que nous allons maintenant developper. Qu'il 
s'agisse d'une part, de la description et des revendications des demandes 
EP-A 2 -0 236 069 et BF 88.08.536, d'autre part du savoir faire utilise dans 

1 5 tous les laboratoires de recherche, les dites enceintes sont des tubes 

jetables equipes d'un bouchon amovible. Ainsi, pour les deux appareils 
cites, Pechantillon biologique doit etre introduit dans Penceinte avant 
('amplification par PCR puis preleve de Penceinte apres la dite 
amplification. De maniere habituelle, comme Penceinte est un tube jetable 

2 0 equipe d'un bouchon amovible, Pintroduction et le prelevement de 

Pechantillon precedemment cites sont realises par ouverture et fermeture 
du dit bouchon amovible. Les conceptions de Pappareil Cetus et de 
Pappareil Pasteur sont done figees sur Putilisation d'enceintes closes, du 
type tube avec bouchon amovible, ce qui rend complexe Pexecution d'un 
25 procede biologique structure comme un ensemble d'etapes sequentielles 
dont Pune d'entre elles est ['amplification par PCR. En effet, au cours du dit 
procede biologique, Pechantillon doit subir plusieurs fois consecutives les 
deplacements suivants: insertion dans une enceinte, prelevement dans la 
meme enceinte, puis insertion dans une nouvelle enceinte. L'appareil 

3 0 Cetus et Pappareil Pasteur sont en particulier inadaptes pour le traitement 

par PCR d'un echantillon qui se deplace a Pinterieur d'une enceinte de 
type capillaire. Le dit deplacement a Pinterieur d'une enceinte pouvant 
etre une solution interessante pour Pexecution d'un processus biologique 
structure comme un ensemble d'etapes sequentielles. 
3 5 On connait d'autre part la demande GB 89 17 963 qui n'etait pas 

publiee au moment du depot de la presente demande, et qui decrit un 
appareil penmettant d'automatiser la Technique PCR. Le dit appareil regoit 
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au moins une enceinte de type capillaire a I'interieur de laquelle 
I'echantillon biologique est deplace entre differentes zones 
thermoregulees. Dans la description detaillee de la demande GB 89 17 
963, le deplacement de I'echantillon a I'interieur du capillaire est assure 
5 par un systeme magnetique compose d'une partie entraineuse, situee a 
I'exterieur du capillaire, et d'une partie entrainee, situee a I'interieur du 
capillaire de part et d'autre de I'echantillon biologique. La partie 
entraineuse pouvant etre un aimant et la partie entrainee pouvant etre une 
suspension de particules m6talliques dans de I'huile minerale. Le 
1 0 systeme magnetique d'entrainement precedemment cite a le desavantage 
d'etre delicat a mettre en oeuvre du fait de I'etat liquide de I'echantillon 
biologique et de la faible taille du capillaire (de 1 millimetre a 3 
millimetres). 

Dans la presente description et dans les revendications, on 

1 5 entendra par le terme "cycle thermique", les variations parfaitement 

definies de la temperature en fonction du temps suceptibles de servir 
d'unite de traitement a caractere repetitif. Un traitement est habituellement 
structure comme une succession de cycles thermiques identiques ou 
semblables, chaque cycle etant egalement une unite de fonction. Pour la 
20 PCR, un cycle thermique est Tunite de fonction permettant de doubler 
specifiquement le nombre d'une sequence definie d'ADN. Pour ce faire, 
un cycle thermique de PCR applique a un echantilion biologique doit 
permettre de realiser successivement, la denaturation des sequences 
d'ADN, I'hybridation des amorces oligonucleotidiques, et I'extension des 

2 5 dites amorces par une ADN polymerase. Par exempie, lorsqu'une ADN 

polymerase thermoresistante est utilisee, un cycle thermique de PCR doit 
permettre dlncuber un echantilion biologique aux temperatures 
fonctionnelles de 95°C t 50°C et72°C respectivement, les variations entre 
ces valeurs ainsi que les temps d f incubation a chaque temperature 

3 0 fonctionnelle devant par ailleurs etre definis. 

Dans la presente description ainsi que dans les revendications, les 
termes "enceinte de type capillaire" ou "capillaire" seront utilises pour une 
structure torique pouvant contenir un liquide dont le positionnement 
depend principalement de Peffet de capillarite sur la paroi interne du tore. 
35 Pour les applications decrites en details dans la presente invention, 
Tenceinte de type capillaire est avantageusement un tuyau souple en 
matiere plastique dont le diametre externe peut varier de 4 a 1 millimetres 
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et le diametre interne de 3 a 0,2 millimetres. 

Dans la presente description ainsi que dans les revendications, on 
entendra par le terme "ecrasement de Penceinte de type capillaire", ou 
"ecrasement du capillaire", Taction mecanique d'une piece d'appui sur le 
capillaire resultant en une deformation localisee du dit capillaire 
caracterisee par le fait, d'une part que deux surfaces internes ,opposees 
par rapport a Paxe du tore, sont amenees en contact, d'autre part qu'elle 
empeche le passage d'un fluide a Pinterieur du tore au niveau de la zone 
d'ecrasement. 

Par ailleurs, on entendra par le terme "galet" la piece d'appui 
precitee responsable de Fecrasement du capillaire. 

Dans la presente description ainsi que dans les revendications, on 
entendra par les termes "aval" et "amont" de Pechantillon biologique des 
positions situees sur le capillaire, la position amont se trouvant dans la 
partie par laquelle Pechantillon a ete initialement introduit dans le 
capillaire place dans Pappareil decrit dans la presente invention, la 
position aval se trouvant dans la partie opposee a la partie amont par 
rapport a Pechantillon. 

L'objectif principal de la presente invention est Pautomatisation de 
la technique PCR appliquee a un echantillon biologique contenu dans 
une enceinte autre qu'un tube equipe d'un bouchon amovible. Un tel 
resultat peut etre atteint par Putilisation d'un appareil d'execution 
automatique repetee d'un cycle thermique permettant le traitement d'au 
moins un echantillon biologique caracterise par le fait, d f une part que 
Pechantillon est mis en mouvement a Pinterieur d'une enceinte du type 
capillaire souple entre au moins deux zones thermor6gul6es, d'autre part 
que le systeme d'entrainement de Pechantillon biologique comporte au 
moins un galet ecrasant le capillaire, et tel que le deplacement du dit 
systeme d'entrainement le long du capillaire ait un effet d'entrainement de 
Pechantillon biologique a Pinterieur du capillaire. 

Uappareil precite peut avantageusement etre caracterise par le 
fait, d'une part que le systeme d'entrainement comporte deux galets situes 
Pun en amont et Pautre en aval de Pechantillon biologique, chaque galet 
etant de forme torique et pouvant tourner autour de son axe de symetrie, 
d'autre part que le systeme d'entrainement, constitue des deux galets 
reunis a Paide d'au moins une piece de jonction, a un mouvement de 
translation parallele au capillaire souple maintenu rectiligne dans la zone 
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de mouvement du dit systeme d'entrainement. 

De maniere preferentielle, au moins deux zones thermoregulees 
sont distinctes, chacune etant composee d'une structure plane sur 
laquelle le capillaire souple est en contact 
5 Selon une premiere version, I'appareil en question est 

preferentiellement caracterise par le fait, d'une part que le traitement d'au 
moins un echantillon biologique est la reaction en chaine de la 
polymerase (PCR), d'autre part quMI possede quatre zones 
thermoregulees disposees en serie, une premiere zone est regulee a une 
1 0 temperature permettant la denaturation des sequences d'acide nucleique, 
une deuxieme zone est regulee a une temperature permettant le 
refroidissement rapide de Pechantillon biologique a partir de la 
temperature occasionnant la denaturation jusqu'a une temperature ne 
permettant que I'hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques, 

1 5 une troisieme zone est regulee a la temperature ne permettant que 

('hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques et Initialisation 
de leur extension, une quatrieme zone est regulee a une temperature 
permettant une extension optimale des amorces oligonucleotidiques. 

Selon une seconde version, I'appareil precite est 

2 0 avantageusement caracterise par le fait, d'une part que le traitement d'au 

moins un echantillon biologique est la reaction en chaine de la 
polymerase (PCR), d'autre part qu'il possede au moins trois zones 
thermoregulees, Tune etant embarquee sur le systeme d'entrainement et 
possedant une thermoregulation qui n'est activee qu'a un moment precis 
25 du traitement. L'activation de la thermoregulation precitee doit permettre, 
en particulier, le refroidissement rapide de Techantillon biologique d'une 
temperature permettant la denaturation jusqu'a une temperature ne 
permettant que I'hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques. 
Afin de faciliter le positionnement de Pechantillon biologique au 

3 0 moins en debut d'experience, Tappareil en question est caract6ris6 par le 

fait que le systeme d'entrainement possede deux positions de 
stationnement distinctes, de sorte que Tune des positions n'autorise pas 
Pecrasement du capillaire et que Pautre position ait cet effet d'ecrasement, 
cette caract6ristique permettant le positionnement initial de Pechantillon 
3 5 biologique entre les deux galets a partir d'une position proximate par 
rapport au dit systeme d'entrainement. 

De maniere preferentielle, Pappareil decrit dans la presente 
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invention est caract6ris6, d'une part par le fait que la force motrice, 
responsable du deplacement du systeme d'entrainement le long du 
capillaire avec un effet d'entrainement de Pechantillon biologique, resulte 
de Taction d'un moteur electrique sur au moins une piece de jonction, 
5 d'autre part par le fait que le deplacement actif du systeme d'entrainement 
provoque une rotation passive des deux galets qui ie composent autour 
de leur axe propre du fait du contact intime entre les galets et le capillaire. 

Afin d'apporter une meilleure qualite du traitement d'un echantillon 
biologique, Pappareil concerne est avantageusement caracterise par le 

1 0 fait qu'il est equipe d'au moins un capteur place a Pinterieur d'une 
enceinte de mesure semblable au capillaire souple contenant 
Pechantillon biologique, le dit capteur pouvant fournir la temperature 
reelle instantanee d'un echantillon biologique de reference contenu dans 
Penceinte de mesure. 

1 5 Pour un meilleur contort d'utilisation, Pappareil en question est 

caracterise par le fait qu'un ordinateur programmable par Putilisateur 
commande, le deplacement du systeme d'entrainement le long du 
capillaire, le deplacement du systeme d'entrainement entre les deux 
positions de stationnement precedement definies, la temperature .de 

20 consigne instantanee de chaque zone thermoregulee, Pactivation et la 
deactivation de la thermoregulation de certaines zones, et le nombre 
total de cycles thermlques. 

La presente invention sera mieux comprise a Paide du 
complement de description qui va suivre, qui se refere aux dessins 

25 annexes dans lesquels: 

- la figure 1 represente une vue schematique en coupe 
longitudinale d'un mode de realisation preference! de Pappareil selon 
Pinvention. 

- la figure 2 represente une vue schematique en coupe 
30 transversale du mode de realisation preferentiel de la figure 1. 

- la figure 3 represente un schema fonctionnnel de 
positionnement du systeme d^ntrainement et de Techantillon biologique 
contenu dans Penceinte de type capillaire. 

Uappareil represente en details dans les figures 1 et 2 comporte 
35 une base (1) dont la face superieure plane est destinee a recevoir au 
rnoins une enceinte fixe de type capillaire souple (10) pouvant contenir un 
echantillon biologique. La base (1) re<?oit les elements thermoregules (7), 
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(8) et (9) disposes en serie. Un isolant thermique est contenu clans 
I'espace peripherique (6) de maniere, d'une pari a proteger les elements 
thermoregules entre eux, d'autre part a proteger la base par rapport aux 
elements (7), (8) et (9). Les elements (7) et (8) sont equipes de moyens de 
5 chauffage, et I'etement (9) est equipe de moyens de chauffage et de 
refroidissement utilisant un composant a effet Peltier. Chaque element 
thermoregule est equipe d'un systeme de regulation thermique lui 
permettant, a un instant donne, d'etre a une temperature precise 
determinee par I'experimentateur. (7) et (8) peuvent etre regules de la 
1 0 temperature ambiante jusqu'a 120°C. (9) peut etre regule de 2°C jusqu'a 
100°C. 

Par rapport a un te! appareil (figures 1 et 2), le nombre d'elernents 
thermoregules, ainsi que la game de temperatures caracterisant chacun 
d'eux, peuvent etre differents. Ainsi, il peut etre envisage de n'utiliser que 

1 5 deux elements thermoregules, Tun etant equipe de moyens de chauffage 
et Pautre etant equipe d'un composant a effet Peltier. Une autre possibility 
est de disposer d'un appareil muni de quatre elements thermoregules 
dont trois elements equipes de moyens de chauffage et un element 
equipe d'un composant a effet Peltier. Par ailleurs, il peut etre avantageux 

20 d'ameliorer I'echange thermique entre un element thermor6gule et 
I'echantiilon contenu le capillaire. Pour ce faire, la face superieure de 
I'element precite peut etre creusee de sillons paralleles recevant les 
capillaires. Une telle option permet d'avoir un contact plus intime entre la 
source thermique et le capillaire. 

25 Uappareil decrit en details dans la presente invention contient un 

systeme d'entrainement, constitue de deux galets (3,5) et de deux pieces 
de jonction (4,19), qui peut etre mis en mouvement de translation parallele 
au capillaire (10) par Tintermediaire de deux couroies d'entrainement 
(14,23) fixees sur le systeme d'entrainement. Chaque couroie (14) (figure 

3 0 1) est tendue entre deux poulies (13,15), dont Tune seulement est une 
poulie motrice (15). Les deux poulies motrices (15,22) (figure 2) sont 
solidaires du meme axe (24) qui peut etre mis en rotation du fait de sa 
connection avec un moteur electrique (26). Afin de permettre une libre 
rotation du galet (3) autour de son axe (25), deux roulement a billes (18) 

3 5 sont places a chaque extremites du dit galet. Le guidage en translation du 
systeme d'entrainement est obtenu par I'encastrement des deux 
extremites de I'axe (25) (figure 2) de chaque galet (3) dans les rainures 
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(21,27) placees sur les faces laterales internes du couvercle (12). Le 
guidage precite est facilite par Putiiisation de roulements a bilies (17). 

Selon une autre version de Pappareil en question, il peut etre 
congu un systeme d'entrainement ne portant qu'un seui galet et ayant une 
5 fonctionnalite proche de celle obtenue avec Pappareil decrit sur les figures 
1 et 2. Bien que pouvant entrainer un echantillon dans de bonnes 
conditions, un systeme d'entrainement a un seul galet est cependant mal 
adapte a des traitements thermiques de I'echantillon biologique a des 
temperatures superieures a 70°C. Dans une nouvelle version encore, 

1 0 Tappareil decrit dans cette invention peut etre equipe d'un systeme 
d'entrainement possedant deux galets fixes par rapport aux pieces de 
jonction. Dans ce cas, les galets, qui ne sont pas en mouvement de 
rotation sur eux meme, glissent sur Penceinte de type capillaire tout en 
Pecrasant. Ce glissement necessite I'utilisation de materiaux adaptes pour 

15 le capillaire et les galets. II peut egalement etre envisage dans une autre 
conception de Pappareil de faire porter par le systeme d'entrainement Pun 
des elements thermoregules, comme par exemple un element equipe 
d'un composant a effet Peltier Par ailleurs et dans une nouvelle 
conception d'appareil encore, la force motrice responsable du 

20 deplacement du systeme d'entrainement peut s'appliquer directement sur 
Paxe d'un au moins des galets, ci-apres appele galet moteur. Le galet 
moteur est semblable a celui decrit dans la figure 2, sauf qu'il est solidaire 
de son axe propre. 

L'appareil represents dans les figures 1 et 2 possede un systeme 

25 permettant aux galets (3) et (5) d'etre, soit en position de stationnement 
haute, soit en position de stationnement basse. La position de 
stationnement haute ne permet pas aux galets d'ecraser Penceinte de 
type capillaire, alors que dans la position de stationnement basse les 
galets sont assez proches de la base (1) pour ecraser le capillaire (10). 

30 Qu'il soit en position de stationnement basse ou haute, le systeme 
d'entrainement peut etre mis en mouvement de translation parallele au 
capillaire. L'6tablissement des galets en position haute ou basse est 
obtenu par la mise en mouvement, grace a la connection (16) avec un 
moteur electrique, d'un pointeau (2) porte par le couvercle (12). Le 

35 pointeau etant a la fois solidaire du couvercle et en appui sur la base (1), 
le deplacement du pointeau sur un axe perpendiculaire au plan du 
couvercle entraine une rotation de faible amplitude du couvercle par 
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rapport a Taxe (11). Dans sa rotation, le couvercle entraine les elements 
qu'il porte et le systeme d'entrainement en particuiier. Des baguettes (20) 
disposees de part et d'autre de la base (1) permettent de garder une 
distance minimaie constante entre chaque galet et ia base. 
5 L'appareil en question, represents dans les figures 1 et 2, est tres 

bien adapte pour executor automatiquement la technique de reaction en 
chaine de la polymerase ou technique PCR. Pour ce faire, Techantillon 
biologique liquide (figure 3) devant etre soumis a la PCR est introduit au 
niveau de (ri) dans la partie de capillaire (10) placee dans l'appareil, puis 

1 0 place en position proximale (e1) par rapport au systeme d'entrainement 
qui est en position de stationnement basse (p1). Le deplacement du 
systeme d'entrainement de (p1) jusqu'a (p2) entraine le deplacement de 
Techantillon de la position (e1) jusqu'a la position (e2). Le systeme 
d'entrainement passe alors en position de stationnement haute (p3), puis 

15 se deplace jusqu'a une nouvelle position de stationnement haute (p4). Au 
cours du deplacement du systeme d'entrainement entre les positions (p3) 
et (p4), Techantillon biologique reste en position (e2) du fait que le 
capillaire ne soit pas ecrase lorsque le systeme d'entrainement est en 
position de stationnement haute. Le passage du systeme d'entrainement 

20 de la position (p4) vers une position de stationnement basse (p5) a pour 
consequence I'ecrasement du capillaire (10) par les galets. Le galet (3) 
ecrase le capillaire en amont de Techantillon biologique et le galet (5) 
ecrase le capillaire en aval de Techantillon biologique. Au cours de la 
suite du traitement, correspondant au deroulement de la PCR proprement 

25 dite, le maintien du systeme d'entrainement en position basse et son 
deplacement entre deux quelconques des positions (p5), (p6) et (p7) ont 
un effet d'entrainement de Techantillon biologique, situe entre les deux 
galets, entre les zones (A), (B) et (C) respectivement. A partir du premier 
positionnement du systeme d'entrainement en position (p5), Techantillon 

30 peut effectivement etre soumis aux differentes temperatures fonctionnelles 
permettant de realiser la PCR. Pour ce faire, les zones (A), (B) et (C) 
peuvent etre thermoregulees a 95°C, 15°C et 72°C respectivement. 
L'echantillon en position (e2) est porte a 95°C, soit a une temperature 
permettant la denaturation des ADN double-brin. L'echantillon est ensuite 

35 deplace de (e2) vers (e3) ou il est refroidi jusqu'a 50°C grace la 
thermoregulation de la zone (B) a 15°C. Le refroidissement de 
Techantillon jusqu'a 50°C permet une hybridation specifique des amorces 
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oligonucleotidiques sur les sequences d'ADN cible. De la position (e3), 
I'echantillon est deplace jusqu'a la position (e4), situee dans la zone (C), 
ou il est porte a 72°C, sort a une temperature proche de la temperature 
optimale de fonctionnement de PADN polymerase thermoresistante 
5 utilisee. Le positionnement successif de I'echantillon en (e2), (e3), puis 
(e4) permet de soumettre rechantillon a un cycle complet de PCR. Le 
deplacement de rechantillon de (e4) vers (e2) permet done d'initier un 
nouveau cycle de PCR. Le nombre total de cycles de PCR generalement 
utilise varie de 20 a 45 en fonction de la nature de I'Schantillon biologique 
1 0 initial et du modele biologique de PCR utilise. Dans certains cas 
particuliers, caracterises par une tres faible quantite d'ADN cible contenu 
dans rechantillon biologique initial et un faible rendement de la PCR, un 
nombre total de cycles de PCR superieur a 50 peut etre necessaire. 
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REVENDICATIONS 

1/ Appareil d'execution automatique repetee d'un cycle thermique 
permettant le traitement d'au moins un echantillon biologique caracterise 
par le fait, d'une part que I'echantillon biologique est mis en mouvement 
5 a Pinterieur d'une enceinte du type capillaire souple (10) entre au moins 
deux zones thermoregulees choisies parmi 7, 8 et 9, d'autre part que le 
systeme d'entrainement de I'echantillon biologique comporte au moins 
un galet ecrasant le capillaire (10), et tel que le deplacement du dit 
systeme d'entrainement le long du capillaire ait un effet d'entrainement 
1 0 de I'echantillon biologique a Tinterieur du capillaire. 

21 Appareil selon la revendication 1 caracterise par le fait, d'une part 
que le systeme d'entrainement comporte deux galets (3,5) situes Pun en 
amont et Pautre en aval de I'echantillon, chaque galet etant de forme 
torique et pouvant tourner autour de son axe de symetrie (25), d'autre 

1 5 part que le systeme d'entrainement, constitue des deux galets reunis a 

Paide d'au moins une piece de jonction (4,19), a un mouvement de 
translation parallele au capillaire souple maintenu rectiligne dans la zone 
de mouvement du dit systeme d'entrainement. 

3/ Appareil selon les revendications 1 et 2 caracterise par le fait 
20 qu'au moins deux zones thermoregulees choisies parmi 7, 8 et 9 sont 
distinctes, chacune etant composee d'une structure plane sur laquelle le 
capillaire souple est en contact. 

4/ Appareil selon les revendications 1 a 3 caracterise par le fait, 
d'une part que le traitement d'au moins un echantillon biologique est la 

2 5 reaction en chairie de la polymerase (PCR), d'autre part qu'il pbssede 

quatre zones thermoregulees disposees en serie,.une premiere zone est 
regulee a une temperature permettant la denaturatioa des sequences 
d'acide nucleique, une deuxieme zone est r6gulee a une temperature 
permettant le refroidissement rapide de I'echantillon biologique de la 

3 0 temperature occasionnant la denaturation jusqu'a une temperature ne 

permettant que I'hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques, 
une troisieme zone est regulee a la temperature ne permettant que 
I'hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques et I'initialisation 
de leur extension, une quatrieme zone est regulee a une temperature 
3 5 permettant une extension optimale des amorces oligonucleotidiques. 

5/ Appareil selon les revendications 1 a 3 caracterise par le fait, 
d'une part que le traitement d'au moins un echantillon biologique est la 
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reaction en chaine de la polymerase (PCR), d'autre part qu'ii possede au 
moins trois zones thermoregulees, Tune etant embarquee sur le systeme 
d'entrainement et possedant une thermoregulation qui n'est activee qu'a 
un moment precis du traitement. 
5 6/ Appareil selon les revendications 1 a 5 caracterise par le fait que 

le systeme d'entrainement possede deux positions de stationnement 
distinctes, de sorte que rune des positions (p4,p3) n'autorise pas 
I'ecrasement du capillaire et que Pautre position (p1,p2,p5,p6,p7) ait cet 
effet d'ecrasement. 

10 7/ Appareil selon les revendications 1 a 6 caracterise par le fait, 

d'une part que la force motrice, responsable du deplacement du systeme 
d'entrainement le long du capillaire avec un effet d'entrainement de 
I'echantillon biologique, resulte de Taction d'un moteur electrique (26) 
sur au moins une piece de jonction (4,19), d'autre part que le 

1 5 deplacement actif du systeme d'entrainement provoque une rotation 
passive des deux galets (3,5) autour de leur axe propre (25) du fait du 
contact intime entre les galets et le capillaire (10). 

8/ Appareil selon les revendications 1 a 7 caracterise par le fait qu'il 
est equipe d'au moins un capteur place a Pinterieur d'une enceinte de 

20 mesure semblable au capillaire souple contenant I'echantillon 
biologique, le dit capteur pouvant fournir la temperature reelle 
instantanee d'un echantillon biologique de reference contenu dans 
I'enceinte de mesure. 

9/^Appareil selon les revendications 1 a 8 caracterise par le fait 

25 qu'un ordinateur programmable par I'utilisateur commande, le 
deplacement du systeme d'entrainement le long du capillaire, le 
deplacement du systeme d'entrainement entre les deux positions de 
stationnement, la temperature de consigne instantanee de chaque zone 
thermoregulee, I'activation et la deactivation de la thermoregulation de 

3 0 certaines zones, et le nombre total de cycles thermiques. 
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